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論文内容要旨
 当教室では悪性グリオーマに対して手術,放射線,ACNU及び5-FUの併用療法を行ない,
 これらの併用効果に関する基礎的実験を培養グリオーマモデルであるスフェロイドで検討し報告
 してきた。しかし,培養下のスフェロイドと生体内腫瘍とでは薬物の代謝動態などが異なる可能
 .性があるので,これらの至適併用方法を生体内グリオーマモデルとしてラット皮下移植グリオー
 マを用いて検討し,更にACNUの効果を修飾すると考えられる06-Ethylguanine(06-EtG)
 との併用効果も単層培養細胞と皮下グリオーマの両者で検討した。
 実験に用いた腫瘍細胞はN-nitrosomethyiureaによって誘発されたラットグリオーマC-6細
 胞である。ラットは5週齢の雄Wistarratを使用し,腫瘍細胞2・×106個を0.1濯の浮遊液とし
 て,腋窩,そけい部の皮下4ケ所に移植し,10日目の直径約8㎜の腫瘍を実験に使用した。放射
 線は250kVX線を全身照射し,薬剤は腹腔内に投与した。細胞生存率は,invitroの実験では,
 実験終了後,トリプシン処理し,単離細胞浮遊液を作製し,コロニー形成能の有無によって細胞
 生存率を推定した。inviVOの実験では,腫瘍を摘出し,メスで細切し,トリプシン処理を行な
 い単離細胞浮遊液を作製し,生細胞数をエリスロシンB液を用いて,改良型Neubauer血球算定
 盤にて算定し,コロニー形成能を二重軟寒天コロニー法によって推定した。コロニー形成率は25
 ～40%であった。
 その結果,①X線照射直後の線量細胞生存率曲線は5Gyに変曲点を持つ二相性を示し,X線
 抵抗性部分のDoは4.28Gyであり,低酸素状態で照射した時の細胞生存率曲線と平行であるこ
 とから皮下グリオーマ中に低酸素性細胞が存在し,その成分の大きさは約7%と推定された。
 ②X線(i5Gy)照射後,種々の時間ラットを生存させておいた時には,細胞生存率は,照射後
 8時間位まで,一定であり,X線によるPLDからの回復の存在が考えられた。③ACNU単独投
 与後2時間で効果が最大となり,以後24時間まで,生存率は一定であり,ACNUによるPLDか
 らの回復は認められなかった。④ACNU投与後2時間目のX線照射が最っも有効で相加効果を示
 した。また,ACNUは,X線によるPLDからの回復を抑制している可能性のあることが示され
 た。⑤5-FU単独投与後,4～6時間が最っも効果が高いが以後PLD回復が認められ・5-FU
 の投与量一細胞生存率曲線は二相性を示し,5-FU抵抗性細胞の存在が示された。⑥5-FU投
 与後,約6～12時間目のX線照射で効果が高く,特に8時間目の5Gy以上の照射で相加以上の
 効果があった。また,5-FUの前投与は,X線によるPLDからの回復を見掛け上抑制していた。
 ⑦単層培養細胞に,06-EtGを4時間前から作用させACNUを2時間作用させた時の細胞生存
 率曲線において06-EtGによる増感率は生存率10一1,10一2の点で各々3.5と3.1であり,皮下
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 グリオーマを用いた同様の実験では,06-EtGによる増感率は,生存率10-1,10-2の点で各々
 L93と2.32であり,06-EtGはACNUの効果を増強した。⑧皮下グリオーマに対して,AC
 NUとX線の併用にさらに,06-EtGを前投与した場合,Do比で表現した06-EtGによる増
 感率はL7,生存率10-1,10-2における増感率はL71,1.66であり,06-EtGとACNUの併
 用は,ACNUだけの併用の時には認められなかった放射線感受性の増強を示した。
 以上のことより,ACNUの腫瘍内濃度を高める投与方法あるいは06-EtGなどの前処置をし
 てACNU投与後X線を照射すると,相乗効果が期待でき,また5-FUも持続的投与などで組織
 内濃度を高く維持すれはX線との併用で相加以上の効果が期待できると考えられた。
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 審査結果の要旨
 我々の教室では,悪性グリオーマに対して手術療法に放射線療法,さらに化学療法として,A
 CNUと5-FUの併用を行ってきました。また,これらの併用効果に関して培養グリオーマモ
 デルである多細胞スフェロイドを用いた基礎的研究も行ってきました。
 本研究の特色は,薬剤の代謝動態や腫瘍への移行性などがより生体におけるグリオーマに近似
 していると考えられるラットの皮下移植グリオーマを用いて,X線とACNU及び5-FUの有
 効な併用方法を検討し,さらに,ACNUによる細胞損傷からの回復を阻害すると考えられてい
 る06-Ethylguanineの効果を単層培養細胞と皮下グリオーマの両者で検討し,その有効性を示
 したことであります。
 これらの研究の中でも特筆すべきことは,ラットの皮下移植グリオーマ中には,従来存在する
 かもしれないと考えられていた低酸素性細胞の存在を明確に示し,さらにグリオーマ細胞には,X
 線と5-FUによるPLD(潜在的致死損傷)からの回復がそれぞれ存在し,前者のPLD回復
 は,ACNUあるいは5-FUの併用により抑制されることを明らかにしたことであります。
 また,スフェロィドに対する治療効果との比較検討を行ない,X線に対する感受性や,併用効
 果が最大となるACNUと5-FU及びX線の併用のタイミングは同様であったが,併用効果はス
 フェロイドのように相乗効果を得られず,相加効果しか認められないという相違点が明らかにな
 りました。そこで,相乗効果が得られなかったのは,腫瘍内への薬剤到達性が悪いためと考え,
 06-Ethylguanineを前投与すると,ACNUの効果が増強され,ACNUとの併用によりX線
 の作用も増強され,ACNUに対して本来抵抗性の腫瘍細胞でも修復機構を阻害することにより
 明らかな増感効果が期待出来ることを示したことは,臨床応用への道を開き,学位論文に値する
 ものと考えます。
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